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Abstract: DNA extraction is a series of processes to separate DNA from other cell components. Extraction is the most crucial 
early stage in molecular research. There are two methods in DNA extraction: traditional organic extraction and non-organic 
adoption extraction method. Traditional organic extraction method are used by many laboratories to obtain amount of high-
yield DNA. However, in recent years it has been a tendency to adopt non-organic commercial protocols, known as extraction 
kit. This method was relatively faster, low times-consuming and avoid the toxicity due to phenol use. This study aims to 
determine the steps of DNA extraction to obtain total DNA from muscle tissue of fish grouper using Extraction Kit for Animal 
Tissue. The Kit extraction method has an advantages that is the processing time is shorter, simple, non-toxic and high-purity 
DNA yields. A total of 4 tissue samples from grouper muscle were successfully extracted using an Extraction Kit that was 
indicated by the visualization of the band on qualitative DNA analysis in 1% agarose gel. 
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Abstrak: Ekstraksi DNA adalah serangkaian proses untuk memisahkan DNA dari komponen sel lainnya. Ekstraksi merupakan 
tahap awal yang paling penting dalam penelitian molekuler. Secara umum terdapat dua metode dalam ekstraksi DNA: ekstraksi 
organik tradisional dan metode ekstraksi adopsi non-organik. Metode ekstraksi organik tradisional digunakan oleh banyak 
laboratorium untuk memperoleh panenan DNA dengan hasil yang tinggi. Namun, dalam beberapa tahun terakhir telah menjadi 
kecenderungan untuk mengadopsi protokol komersial non-organik, yang dikenal sebagai kit ekstraksi. Metode ini relatif lebih 
cepat, hemat waktu dan menghindari toksisitas karena penggunaan fenol. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan langkah-
langkah ekstraksi DNA untuk mendapatkan DNA total dari jaringan otot ikan kerapu menggunakan Kit Ekstraksi untuk Jaringan 
Hewan. Metode ekstraksi Kit memiliki kelebihan yaitu waktu pemrosesan yang lebih singkat, sederhana, tidak beracun dan 
panenan DNA dengan kemurnian tinggi. Sebanyak 4 sampel jaringan dari otot kerapu berhasil diekstraksi menggunakan Kit 
Ekstraksi yang ditunjukkan oleh visualisasi pita pada analisis DNA kualitatif dalam gel agarosa 1%. 
Kata Kunci:  analisis kualitatif, analisis kuantitatif, ekstraksi DNA, kit ekstraksi 
 
Pendahuluan 
Ekstraksi DNA merupakan serangkaian proses untuk 
memisahkan DNA dari komponen-komponen sel lainnya. 
Ekstraksi merupakan tahap awal yang paling penting 
dalam penelitian molekuler [1]. Secara umum proses 
ekstraksi meliputi penghancuran membran sel 
menggunakan Sodium Dodesil Sulphate (SDS)/ sejenis 
detergen, penghilangan protein dan RNA menggunakan 
Proteinase K & RNAse, pengendapan DNA, dan 
pemanenan DNA. 
Kualitas DNA yang dihasilkan sangat penting untuk 
menentukan teknik molekuler selanjutnya, sehingga 
diperlukan metode ekstraksi yang tepat untuk 
memperoleh DNA dari berbagai sumber jaringan [1]. 
Ketepatan metode yang dilakukan sangat 
mempengaruhi kualitas DNA yang dihasilkan. Menurut 
Fan dan Gulley [2] terdapat dua metode dalam ekstraksi 
DNA yaitu metode ekstraksi tradisional organik (manual) 
dan metode ekstraksi adopsi non-organik. Metode 
ekstraksi tradisional organik digunakan oleh banyak 
laboratorium untuk mendapatkan jumlah molekul DNA 
yang tinggi. Namun, dalam beberapa tahun terakhir 
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telah terjadi kecenderungan adopsi protokol komersial 
non-organik, dikenal dengan sebutan kit ekstraksi, 
dengan waktu pengerjaan yang relatif lebih cepat dan 
menghindari toksisitas akibat penggunaan phenol [3].  
Tahapan utama ekstraksi DNA dalam penelitian ini 
menggunakan kit yang terdiri atas lisis sel, pengikatan 
DNA (binding), pencucian DNA (wash), dan elusi dengan 
menggunakan reagen-reagen/buffer yang telah 
disediakan oleh produsen Extraction Kit. Proses 
pengikatan (binding) DNA terjadi oleh adanya membran 
silika yang terdapat dalam minispin column tube. Prinsip 
dasar dari membran silika di dalam spin column 
sangatlah sederhana. DNA berikatan dengan membran 
silika pada spin column dengan adanya bantuan dari 
garam chaotrophic dengan konsentrasi tinggi, 
kontaminan akan dibuang dan DNA dielusi dari 
membran silika dengan air atau garam penyangga 
berkonsentrasi rendah. Elusi atau pemisahan DNA dari 
komponen sel lainnya dalam hal ini pelepasan DNA dari 
kolom silika, merupakan tahap akhir terpenting dalam 
ekstraksi menggunakan kit.  
Sumber jarigan yang diekstraksi dalam penelitian ini 
berasal dari jaringan otot bagian dorsal (epaxial muscle) 
ikan kerapu. Jaringan adalah kumpulan sel yang memiliki 
bentuk dan struktur yang sama untuk fungsi tertentu. 
Jaringan hewan dan manusia umumnya sama, terdiri 
atas jaringan epithel, jaringan otot, jaringan saraf, 
jaringan penguat (jaringan ikat, jaringan tulang keras, 
jaringan tulang rawan, dan darah), dan jaringan lemak. 
Jaringan yang dapat diambil sebagai material 
Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) antara lain otot, hati, 
jantung, sel epitel, dan bagian tubuh lainnya. DNA 
(Deoxyribo Nucleic Acid) dan RNA (Ribo Nucleic Acid) 
merupakan asam nukleat yang disusun oleh nukleotida. 
Nukleotida adalah senyawa yang terdiri dari 3 
komponen yaitu basa nitrogen, gula pentosa, dan gugus 
fosfat (PO42-). DNA pada organisme tingkat tinggi 
seperti manusia, hewan, dan tumbuhan terdapat di 
dalam inti sel dan beberapa organel sel seperti 
mitokondria dan kloroplas, sehingga penamaan DNA 
juga didasarkan pada lokasi asal misalnya DNA genom 
inti (nuclear DNA genome), DNA genom mitokondria 
(mitochondrial DNA genome), dan DNA genom 
kloroplast (choloroplast DNA genome) [4]. 
 
Metode 
Alat dan Bahan  
Alat dan bahan yang digunakan untuk ekstraksi jaringan 
otot ikan kerapu diantaranya, gunting, pinset, scalpel, 
waterbath, sentrifuge, microwave, tabung ependorf 1.5 
ml, tip, mikro pipet ukuran 0.1 μl - 1000 μl sedangkan 
mini spin column dan collection tube 2 ml sudah tersedia 
dalam Extraction Kit. Bahan yang harus disiapkan yaitu 
Proteinase K, EtOH absolut sedangkan reagen-reagen 
ekstraksi lainnya (buffer ATL, buffer AL, buffer AW1, 
buffer AW2, buffer AE) sudah tersedia dalam Qiagen 
Extraction Kit.  
Sampel jaringan  
Sampel yang digunakan merupakan jaringan otot empat 
individu ikan kerapu (Epinephelus sp.) yang berasal dari 
Lombok (1 ekor) dan Pangandaran (3 ekor).  
Preparasi jaringan (otot)  
Jaringan otot yang digunakan, diambil dari tubuh ikan 
kerapu bagian epaxial muscle yaitu jaringan otot dari bagian 
dorsal tubuh ikan. Bagian ini dipilih karena memiliki massa 
otot yang cukup tebal sehingga memudahkan pengambilan 
jaringan otot. Untuk keperluan identifikasi morfologi 
(Barcode), pengambilan jaringan dilakukan secara hati-hati 
dengan memperhatikan aspek estetika agar menghindari 
sayatan yang terlalu mencolok. Pengambilan jaringan dari 
epaxial muscle dilakukan dengan cara menyayat kulit ikan 
sekitar 1-2 cm menggunakan scalpel. Kemudian jaringan 
otot diambil dengan bantuan pinset yang berujung runcing 
agar dapat menjangkau otot bagian dalam (menghindari 
terambilnya simbion dari kulit/sisik ikan). Selanjutnya 
sekitar 20 gram otot diambil, dimasukkan ke dalam tube 2 ml 
yang berisi alkohol 95%. Sampel dicuci menggunakan 
alkohol 95% sebanyak 2 kali ulangan selanjutnya jaringan 
otot dipreservasi dengan alkohol 95%. 
Ekstraksi DNA 
Prinsip utama dalam isolasi DNA yakni penghancuran 
(lisis) membran sel, ekstraksi atau pemisahan DNA, dan 
presipitasi DNA [5]. Tahapan utama ekstraksi DNA 
menggunakan kit terdiri atas lisis sel, pengikatan DNA 
(binding), pencucian DNA (wash), dan elusi dengan 
menggunakan reagen-reagen/buffer yang telah 
disediakan oleh produsen Extraction Kit. Proses 
pengikatan (binding) DNA terjadi oleh adanya membran 
silika yang terdapat dalam minispin column tube. 
Penggerusan atau grinder dilakukan untuk membantu 
mempercepat proses lisis membran sel. Penambahan 
Proteinanse K berfungsi untuk melisis protein. 
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Penambahan buffer ATL dan AL masih termasuk dalam 
proses lisis. Tahapan pengikatan (binding) DNA 
melibatkan minispin column yang di dalamnya terdapat 
membran berbasis silika dengan menambahkan ethanol 
absolut. Tahap pencucian DNA (wash) melibatkan buffer 
AW1 dan AW2. Tahap terakhir adalah elusi atau 
pemisahan DNA dari komponen sel lainnya dalam hal ini 
pelepasan DNA dari kolom silika sehingga diperoleh DNA 
murni. 
Sebelum melakukan ekstraksi DNA, terlebih dahulu 
disiapkan semua alat dan bahan yang akan digunakan 
termasuk proteinase-K dan EtOH absolut (gambar 1). 
Tabung ependorf 1,5 ml dan tip pipet terlebih dahulu 
disterilisasi menggunakan mesin autoclave. Selain itu 
sterilisasi meja kerja dan mikro pipet yang akan 
digunakan juga dilakukan dengan menggunakan ethanol 
70% sehingga bebas dari debu dan kontaminan. 
Berbagai reagent dari Kit yang akan digunakan juga 
dipersiapkan di antaranya buffer ATL, buffer AL, buffer 
AW1, buffer AW2, buffer AE, serta mini spin column dan 
collection tube (gambar 2). Tahapan kerja berikutnya 
mengikuti protokol Extraction Kit yang digunakan yaitu 
sebagai berikut: 
Step 1: Sebanyak + 20 mg jaringan otot ikan kerapu yang 
telah dipreservasi dalam alkohol 95% diambil dari tube 
sampel. 
Step 2: Alkohol dari jaringan diserap dengan 
menggunakan kertas tissue hingga kering. Sampel yang 
telah diserap alkoholnya dimasukkan ke dalam tabung 
ependorf 1,5 ml. Jaringan kemudian digrinder atau 
dicacah menggunakan gunting. 
Step 3: Buffer ATL ditambahkan sebanyak 200 μl dan 
Proteinase K 20 μl. Vortex 15 detik, kemudian diinkubasi 
pada suhu 56 oC (1-2 jam). Vortex setiap 20 menit. 
Step 4: Buffer AL 200 μl ditambahkan, kemudian 
divortex selama 15 detik. 
Step 5: EtOH (96-100%) ditambahkan sebanyak 200 μl, 
kemudian divortex 15 detik. 
Step 6: Seluruh campuran di pipet dan dimasukkan ke 
dalam Dnaesy mini spin column tube 2 ml, kemudian 
disentrifugasi 800 rpm selama 1 menit. 
Step 7: Cairan dan collection tube dibuang kemudian 
pindahkan DNeasy mini spin column ke collection tube 
yang baru. Tambahkan 500 μl Buffer AW 1, kemudian 
disentrifugasi 800 rpm selama 1 menit. 
Step 8: Cairan dibuang kemudian tempatkan DNeasy 
mini spin column kembali ke collection tube 2 ml. 
Tambahkan 500 μl Buffer AW 2, kemudian disentrifugasi 
14.000 rpm selama 3 menit. 
Step 9: Cairan dan collection tube dibuang, Dneasy mini 
spin column dipindahkan ke tube 1,5 ml yang baru. 
Step 10: Sebanyak 100 μl Buffer AE (Ellution buffer) 
ditambahkan untuk membasuh DNA pada matriks mini 
spin column. Inkubasi selama 1 menit, kemudian 
disentrifugasi 800 rpm selama 1 menit. Diperoleh DNA 
total. 
Analisis DNA secara kualtatif  
Uji kualitatif DNA hasil ekstraksi dilakukan dengan 
melakukan elektroforesis dalam gel agarose 1% yang 
dijalankan pada tegangan 100 volt selama 30 menit. 
 
Analsis DNA secara kuantitatif 
Kuantifikasi DNA hasil ekstraksi dilakukan dengan mengukur 
rasio, konsentrasi DNA (ìg/ml) dan protein (mg/ml) dari 
setiap sampel dengan menggunakan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 260 dan 280 nm 
 
 
Gambar 1. Persiapan alat dan bahan ekstraksi DNA (gunting, pinset, 
scalpel, waterbath, sentrifuge, microwave, tabung ependorf 1.5 ml, 
tip, mikro pipet ukuran 0.1 ìl - 1000 ìl, Proteinase K, EtOH absolut). 
 
 
Gambar 2. Reagen-reagen dan alat yang tersedia dalam Extraction Kit 
(kiri). 
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Hasil dan Pembahasan 
Menurut Hajibabaei et al. [3] terdapat tiga metode 
ekstraksi dan purifikasi untuk mendapatkan DNA genom 
dengan relatif cepat yaitu ekstraksi menggunakan 
Chelex 100, ekstraksi menggunakan silika atau membran 
silika dan ekstraksi menggunakan Magnetic-Bead Based. 
Metode Chelex (Chelating Ion Exchange) merupakan 
metode ekstraksi berbasis bahan pengkelat untuk 
memurnikan senyawa lain melalui mekanisme 
pertukaran ion. Metode Chelex relatif sederhana dan 
cepat. Tahapan dalam metode Chelex menggunakan 
sedikit tube transfer dan tidak melibatkan pelarut 
organik toksik [6]. Metode Magnetic-Bead Based 
merupakan metode ekstraksi yang melibatkan 
penambahan partikel magnetik (magnetic beads) dan 
magnet separator sebagai alat pemisah DNA target yang 
telah dihomogenasi dengan partikel magnetik [7,8] 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
ekstraksi dengan menggunakan membran silika atau 
yang lebih dikenal dengan metode kit ekstraksi. Berbagai 
protokol menyatakan bahwa ekstraksi berbasis silika 
dan membran silika dapat menghasilkan DNA yang 
relatif murni. Pendekatan penggunanaan silika dan 
membran silika ini juga lebih efektif dalam mengekstrak 
DNA dalam studi spesimen yang telah terdegradasi [3]. 
Menurut Raffiudin et al. [9] ekstraksi dengan metode kit 
merupakan teknik yang tepat digunakan oleh para 
pengambil kebijakan di badan karantina untuk 
mendeteksi spesies introduksi dari luar Indonesia, 
sehingga dapat memutuskan secara cepat perizinan 
diperbolehkan atau tidaknya spesies tersebut masuk ke 
Indonesia. Kit ekstraksi tersedia untuk bermacam-
macam spesimen sesuai peruntukannya, misalnya untuk 
ekstraksi jaringan darah, jaringan tumbuhan, dan bakteri.  
Saat ini kit ekstraksi komersial banyak digunakan oleh 
para peneliti sebagai alternatif metode ekstraksi organik 
dari berbagai material sumber genetik dengan berbagai 
perlakuan. Selain mudah dan cepat dalam 
pengerjaannya, kualitas DNA yang diperoleh relatif 
murni.  
Penggunaan manik-manik gelas atau partikel silika gel 
menjadi metode yang popular untuk mengisolasi DNA. 
Evolusi dari prinsip ini diperkenalkan melalui spin 
column dengan membran silika. Prinsip dasar dari gel 
padat silika di dalam spin column sangatlah sederhana. 
DNA berikatan dengan membran silika pada spin column 
dengan adanya bantuan dari garam chaotrophic dengan 
konsentrasi tinggi, kontaminan akan dibuang dan DNA di 
elusi dari membran silika dengan air atau garam 
penyangga dengan konsentrasi rendah. Metode 
penggunaan membran silika merupakan modifikasi dari 
prinsip yang pertama kali dilakukan oleh Vogelstein dan 
Gillespie [10]. Vogelstein dan Gillespie menyatakan 
bahwa percobaan dapat dilakukan dengan waktu yang 
singkat, sederhana, non toksik dan menghasilkan 
panenan DNA dengan kemurnian yang tinggi. 
Prinsip pemurnian matriks silika didasarkan pada afinitas 
yang tinggi dari ruas rangka DNA yang bermuatan 
negatif terhadap partikel silika yang bermuatan positif 
[11]. Silika berikatan dengan DNA melalui interaksi 
ikatan hidrogen dengan matriks hidrofilik silika, di 
bawah kondisi garam chaotrophic terkonsentrasi 
(biasanya natrium iodida, natrium perklorat, 
guanidinium tiosianat). Agen chaotrophic adalah 
molekul terlarut yang menganggu dan mengubah sifat 
makromolekul protein dan asam nukleat misalnya DNA 
dan RNA dengan meningkatkan entropi sistem yang 
dapat mengganggu interaksi intramolekul seperti ikatan 
hidrogen, gaya van der Waals, dan efek hidrofobik [12]. 
Pada umumnya, guanidinium tiosianat dan guanidinium 
hidroklorida digunakan untuk mengikat asam nukleat ke 
membran silika. Di bawah konsentrasi garam yang tinggi, 
asam nukleat selektif berikatan dengan membran silika 
sementara kontaminan lainnya, terutama protein, 
melewati membran. 
Berdasarkan Hajibabaei et al. [3] pada pengujian 
perbandingan teknik isolasi, ekstraksi menggunakan kit 
lebih aman dari kesalahan pengerjaan yang 
menimbulkan kontaminasi dibandingkan dengan 
menggunakan teknik ChargeSwitch dan DryRelease. 
Selain itu metode ekstraksi berbasis silika juga 
dianjurkan untuk spesimen yang mengalami proses 
penyimpanan (pengawetan). 
Penggunaan kit komersial ini bukan berarti tidak 
memiliki kekurangan. Beberapa penelitan untuk 
membandingkan metode ekstraksi yang tepat pada 
beberapa spesimen dengan berbagai perlakuan 
menyatakan tidak semua kit komersial mampu 
memanen DNA dalam konsentrasi yang tinggi. Mulyani 
et al. [13] menyatakan bahwa metode yang paling 
sensitif mengisolasi DNA genom ikan mas yang terinfeksi 
(Koi Herves Virus) KHV adalah metode modifikasi CTAB 
(Cetyltrimethilammonium Bromide). Metode modifikasi 
CTAB ini menghasilkan nilai kemurnian DNA yang baik 
dengan konsentrasi DNA tertinggi, diikuti metode kit 
ekstraksi DNA dan metode CTAB dengan phenol dan 
thermal lisis. 
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Tabel 1. Nilai absorbansi dan konsentrasi DNA total. 
No Kode Sampel  Konsentrasi DNA  Unit 260/280 
1. Ka 15.3 ng/μl 2.04 
2. K1 9.75 ng/μl 2.05 
3. K2 14.8 ng/μl 1.97 
4. K3 6.25 ng/μl 2.08 
Rata-rata            11.52 2.03 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3 Visualisasi DNA hasil ekstraksi dibawah sinar UV, M = Marker 
(1500 bp) dan K1-K4 = nomor sampel. 
 
Analisis DNA Secara Kualitatif dan Kuantitatif 
Indikasi terdapatnya DNA dari hasil ekstraksi dapat 
terlihat dari pita DNA yang membentuk smear (gambar 
3). Terdapat 4 pita sampel yang tervisualisasi pada gel 
agarose. Perkiraan ukuran pita DNA dapat diketahui dari 
perbandingan marker. Marker yang digunakan memiliki 
ukuran total 1500 pb (pasang basa). Munculnya pita 
pada gel menandakan terdapatnya DNA dari hasil 
ekstraksi terlepas dari ada tidaknya materi ikutan selama 
proses isolasi. Uji eksistensi DNA seperti ini mudah dan 
sederhana, namun tidak dapat mengkuantifikasi secara 
detail konsentrasi DNA yang sebenarnya dari tiap 
sampel. 
Kuantifikasi untuk mengukur konsentrasi DNA dan 
protein tiap sampel dapat dilakukan dengan 
menggunakan teknik nanodrop. Tingkat kemurnian DNA 
berkorelasi dengan kualitas DNA. Kualitas DNA dapat 
ditentukan dengan cara menghitung rasio antara nilai 
OD260 dan nilai OD280 pada sampel DNA yang diukur 
melalui spektrofotometer. DNA dinyatakan memiliki 
tingkat kemurnian 85% jika memiliki nilai rasio 
OD260/OD280 (optical density) berkisar antara 1.8–2.0 
[14]. Adanya kontaminasi fenol atau protein pada hasil 
ekstraksi menurut Fan dan Gulley [2] memiliki rasio 
OD260/OD280 < 1,7 Khosravinia et al. [15] juga 
menjelaskan bahwa DNA dikatakan terkontaminasi RNA 
jika memiliki rasio OD260/OD280 > 2,0. Nilai absorbansi 
selanjutnya dapat dilihat pada tabel 1. 
Kesimpulan 
Ekstraksi DNA yang dilakukan pada penelitian ini 
menggunakan metode ekstraksi adopsi nonorganik atau 
yang lebih dikenal dengan metode kit ekstraksi. Kolom 
berbasis membran silika dibawah larutan garam 
terkonsentrasi menjadi prinsip pemurnian Kit ekstraksi. 
Metode ekstraksi menggunakan kit, waktu 
pengerjaannya lebih singkat, sederhana, non toksik dan 
menghasilkan panenan DNA dengan kemurnian yang 
tinggi, namun dengan biaya yang sedikit lebih tinggi. 
Sebanyak 4 sampel jaringan dari otot ikan kerapu 
(Epinephelus sp.) berhasil diekstraksi menggunakan 
Extraction Kit yang diiindikasikan dengan munculnya 
pita pada analisis DNA secara kualitatif dalam gel 
agarose 1 %. Kemurnian DNA berdasarkan rasio 
OD260/OD280 berkisar antara 1.97-2.08 yang 
menunjukkan bahwa DNA yang diekstraksi memiliki 
tingkat kemurnian yang tinggi.  
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